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(57) Abstract 

A method of adding extracellular matrix components to the stationary phase of the matrix for bipolar adhesion of hepatocytes enables 
these substances to be concentrated and bonded to a defined base matrix composed of a simple base matrix (e.g. type I collagen). One 
advantage, for example when fibronectin is added, is to provide a completely serum-free culture of liver cells while maintaining normal 
morphology and function; as a result conventional culture media previously unsuited to serum-free culture of liver cells are now also suitable 
for relatively long-term serum-free culture. Furthermore, reproducibility of trial results and mechanical stability are substantially improved 
over the conventional form of matrix layering. The method is applied using a specially adapted kit. Other matrix components can also be 
added to the matrix by this method, and thus concentration and bonding can be effected within the fibrillary matrix skeleton after the base 
matrix has gelled. 



(57) Zusammenfassung 

Bei einem Verfahren der Zugabe von extrazelluiaren Matrixkomponenten zur stationaren Phase der fllr bipolare Adhasion von 
Hepatozyten vorgesehenen Matrix wird eine Anreicherung und Bindung dieser Substanzen an eine definierte Grundmatrix bestehend aus 
einer einfachen Grundmatrix (z.B. Kollagen Typ I) erreicht. Ein Vorteil ist z.B. im Falle der Zugabe von Fibronektin die Erm6glichung 
der vollig serumfreien Kultur von Leber2ellen unter Erhalt normaler Morphologie und Funktion, sodaB auch konventionelle, bisher nicht 
zur serumfreien Kultur von Leberzellen geeignete Kulturmedien filr die langerfristige serumfteie Kultur geeignet sind. Weiterhin ist die 
Reproduzierbarkeit der Versuchsergebnisse und die mechanische Stabilitat gegenUber der konventionellen Form der MatrixUberschichtung 
wesentlich erhoht. Die Anwendung dieses Verfahrens findet Ausdruck in einem dafUr adaptienen Kit. Entsprechend diesem Verfahren 
kOnnen auch andere Matrixkomponenten der Matrix hinzugegeben werden und dadurch eine Anreicherung und Bindung innerhalb des nach 
Gelierung der Grundmatrix fibrill&ren Matrixgertists erreicht werden. 
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Verfahren zum Zuchten von bipolar adharierten Hepatozyten 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Verbesserung der 
Matrixbedingungen bipolar adharierter Hepatozyten und zur 
Herstellung eines entsprechend konfigurierten Zellkultur- 
kits. 

Die Verwendung von primar kojnplexen Matrixsubstanzen, wie 
sie von Sarcomen abgeleitet werden (Matrigel) , ist fur 
die Kultur von Hepatozyten nachteilig und fur Untersu- 
chungen die die in vivo Situation reprasentieren sollen, 
nicht sinnvoll, da sie zu qualitativen Veranderung dieser 
Zellen fiihren wie z*B* der Morphologie oder der Cyto- 
chromexpression, 

Weiterhin konnen in einem derartigen System nur unzurei- 
chend molekularbiologische Untersuchungen durchgefiihrt 
werden, da durch die Gewinnung der Matrixkoropenenten aus 
einem Sarkom ein nicht unerheblicher Anteil von kontami- 
nierender DNA und RNA spaltenden Enzymen (RNAsen) notge- 
drungen in das Kulturmodell miteingebracht wird. 

Wurden derartige primar komplexe Matrixen nicht verwen- 
det, so wurden diese Matrixkomponenten bisher dem Kultur- 
uberstand von nach der Einzelgeltechnik kultivierten He- 
patozyten zugegeben, oder auch innerhalb der Matrix von 
Einzelgelsytemen verwendet. Trotz dieser Bemuhungen lie- 
pen sich keine dem Potential der Hepatozyten entsprechen- 
den Effekte erreichen, da die hierbei verwendete Hepato- 
zytenkulturtechnik nicht den Anforderungen der Hepatozy- 
ten an ein in vitro System entsprach. Hepatozyten benoti- 
gen in vitro ein bipolare Adhasion an extrazellulare Ma- 
trix, wodurch die in vivo Situation innerhalb des Disse- 
schen Spaltraums imitiert werden kann. Derartige Bestre- 
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bungen fanden Niederschlag in der sogenannten Sandwich- 
technik oder auch xnodif izierte Gel Entrapment Technik. 
Das Gemeinsame dieser beiden Techniken liegt darin, da/8 
die Hepatozyten in einem Monolayer eingebettet werden, 
umgeben von zwei Schichten. Diese Einbettung wurde bisher 
mit einer einfachenn Grundmatrix, basierend auf Kollagen 
Typ I aus Rattenschwanzkollagen, hergestellt. Diese Tech- 
niken sind aber immer noch defizitar hinsichtlich des ei- 
gentlichen Ziels, der moglichst in vivo artigen Zusammen- 
setzung der extrazellularen Matrix. 

Ein Verfahren dieser Art ist z.B. in der DE 42 06 585 be- 
schrieben. 

Dies bedingt eine Reihe von wesentlichen Nachteilen wie 
z.B. die Unmoglichkeit diese Zellen ohne Zugabe zusatzli- 
cher externer Faktoren mittels des Kutlurmediums inner- 
halb derartiger Substrate serumfrei kultivieren zu kon- 
nen. So mussen zusatzlich durch das Kulturmedium mittels 
PCS oder speziell adaptierten Kulturmedien fehlende Fak- 
toren hinzugegeben werden. Weiterhin fehlen in diesen 
einfachen Grundmatrixen Adhasionssubstrate wie sie in 
vivo jedoch ein bedeutende Rolle spielen. Funktionelle 
Veranderungen der Hepatozyen konnen dadurch induziert 
werden. 

Die serumfreie Kultur von Hepatozyten wurde bisher durch 
Verwendung spezieller Kulturmedien erreicht, die als 
Uberstand zu bereits adharenten oder sich im Adhasions- 
prozess befindlichen Zellen hinzugegeben wurden. Diese 
speziell entwickelten Kulturmedien enthalten zum Teil 
sehr teure Zusatze deren Konzentrationen notgedrungen 
durch das Volumen des Kulturmediums verdiinnt werden und 
die auch wegen des in regelma£igen Abstanden erf order li- 
chen Wechsels von Kulturmedium immer wieder erneut hinzu- 
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gegeben werden. So ist z.B. bei primaren Hepatozyten der 
Medienwechsel alle 24 h bis 48 h erforderlich. Diese Kul- 
turemedien werden aus historischeh Griinden weiterhin in 
unndtiger Weise und Unkenntnis Faktoren zugestetzt wie 
sie fur eine langerfristigen serumfreie Kultur nicht be- 
not igt werden. Hierzu zahlt z.B, Transferrin, Hormone, 
Hypohysenextrakte und andere. 

Bin universelles Verfahren, bei dem relevante Matrixkom- 
ponenten zu den bipolar adharierten Hepatozyten im un- 
mittelbaren Adhasionsbereich gebracht werden konnten, 
wurde die Kultur erleichtern und vorteilhaftere Bedingun- 
gen in der Mikroumgebung der Zellen schaffen. 

Bin Vorteil eines derartigen universellen Verfahrens ware 
die Einsparung von Kosten und Ressourcen. Diese Sandwich- 
techniken alleine reichen zur serumfreien Kultur dieser 
Zellen jedoch nicht aus. Bisher war noch kein Verfahren 
bekannt, das in direktem Bezug fur die Herstellung der 
Sandwichtechnik (Sandwichtechnik) Oder Gel Entrapment 
Technik (Gel Entrapment Technik) die serumfreie Kultur 
von Hepatozyten ermoglicht, ohne hierbei auf die Kombina- 
tion von speziell adaptierten Medien angewiesen zu sein. 
Diese sind im kommerziellen Sektor auch als zur serum- 
freien Kultur geeignete Medien bezeichnet. Weiterhin gibt 
es bisher keinen Zellkulturkit, der die Sandwichtechnik 
fur primare Hepatozyten an sich ermoglicht, 

Als Grundmatrix der Sandwichtechnik Oder Gel Entrapment 
Technik dient ublicherweise Kollagen Typ I, das z.B. aus 
Rattenschwanzen oder Rinderhaut in herkommlicher Weise 
prapariert werden kann. Am Ende des Herstellungsproz esses 
wird der pH dieser Kollagenlosung auf ca. 4 eingestellt 
und in dieser Form bei 4 *C aufbewahrt. Auch die Herstel- 
lung eines Kollagen Lyophilisats in herkommlicher Weise 
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ist moglich. Bei der Sandwichtechnik bzw. Gel Entrapment 
Technik wird die saure Matrix mit einem basischen Medium- 
konzentrat (iiblicherweise ein lOx Konzentrat) im Verhalt- 
nis 1:10 gemischt. Dieses Mediumkonzentrat dient als Ka- 
talysator zur Induktion der Gelierung der Matrix und wird 
im Gelierungsprozess in die Grundmatrix gebunden. Wird 
nach der Sandwichtechnik weiter vorgegangen, so wird die- 
se Mixtur auf die zur Kultur vorgesehenen Flachen aufge- 
geben. Nach der Gelierung werden die Zellen aufgetragen 
und nach deren Adhasion wird der Uberstand, der auch die 
nicht adharenten, toten Zellen enthalt, entfernt und die 
zweite Matrixschicht daraufgegeben. Nach erfolgter Gelie- 
rung dieser zweiten Schicht wird nun das Kulturmedium 
(normalerweise 2-4 ml, 28 cm 2 ) auf die verfestigte, obere 
Matrixschicht aufgegeben. Dieses Kulturmedium wird in re- 
gelmaj8igen Abstanden gewechselt, um einerseits entspre- 
chende Messungen im Uberstand vornehmen zu konnen, und 
weil andererseits eine Anreicherung von Stof fwechselend- 
produkten im Uberstand stattfindet. Bei der Gel Entrap- 
ment Technik Technik werden die Zellen sofort in die kal- 
te, noch flussige Matrix eingegeben und in diesem Zustand 
auf die zur Kultivierung vorgesehenen Oberflachen aufge- 
gossen. Nach der Verfestigung dieser Zell-Matrix Schicht 
wird, wie auch bei der Sandwichtechnik, Kulturmedium oben 
aufgegeben. Das anfangs beschriebene Mediumkonzentrat ist 
in der festen (stationaren) Phase primar gebunden und ist 
somit nicht zu verwechseln mit dem als flussige Phase 
hinzugegebenen Kulturmedium. Dieses ist durch Abpipettie- 
ren einfach und schnell austauschbar. 

Sowohl die Sandwichtechnik als auch die Gel Entrapment 
Technik (Immobilisationstechnik) stabilisieren die Funk- 
tion von Hepatozyten in Kultur. Eigene, unverof fentlichte 
Vorarbeiten haben gezeigt, dap selbst bei Verwendung von 
Standard Kulturmedien wie z.B. Williams E, die primar 
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nicht fur serumfreie Kulturen konzipiert wurden, die se- 
rumfreie Kultur auch fur Hepatozyten in der Sandwichtech- 
nik oder Gel Entrapment Technik moglich ist, wenn Serum 
zumindest wahrend der Adhasionsphase dieser Zellen an ex- 
trazellulare Matrix fur einige Stunden dem Kulturmedium 
(Uberstand) beigesetzt wird. Dies stellt jedoch eine kon- 
ventionelle Technik dar, FCS wird in herkommlicher Weise 
dem Medium zugesetzt. Ohne die Verwendung von FCS und bei 
Standardmedien wie z.B. Williams E oder DMEM verlieren 
diese Zellen trotz allem rasche Ihre Funktion. 

In Abhangigkeit von der Serum Charge, die ublicherweise 
von mehreren Tieren gepoolt wird, konnen jedoch negative 
Einfliisse hinsichtlich der Uberlebenszeit und der Funk- 
tionsfahigkeit in Kultur auftreten. Dies ist abhangig von 
z.B. Endotoxingehalt und anderen nicht naher identifi- 
zierbaren Zusatzen im Serum, das ublicherweise von Kal- 
bern gewonnen wird, die Verwendung von Serum einer ande- 
ren Spezies ist jedoch auch moglich. Die mangelnde Defi- 
nierbarkeit bedingt eine mangelnde Reproduzierbarkeit von 
Versuchsergebnissen. So kann unter Verwendung von FCS 
zwar eine langerf ristige Kultur nach der Sandwichtechnik 
erreicht werden, die Untersuchungen sind jedoch nach ei- 
genen Daten insbesonders bei rezeptorvermittelten Studien 
stark chargenabhangig. Dies fiihrte bei Untersuchungen zur 
Wachststumsstimulatlon der Sandwichtechnik unter Verwen- 
dung eines rekombinanten epidermalen Wachstumsfaktors 
(EGF) zu einem Miflerfolg der Studien von ca. 50-60 % in- 
nerhalb eines Zeitraums von 2 Jahren. 

In bisherigen Publikationen uber die Sandwichtechnik wird 
nicht auf derartige Probleme eingegangen und nur endogene 
Prozesse des Hepatozyten, wie z.B. die Albuminsekretion 
dargestellt. Bei Zusatz von FCS steigt die Albuminsekre- 
tion nach einer initial niedrigen Rate (bedingt durch den 
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postisolatorischen Traumatisationszustand der durch die 
Zellisolation verursacht wird) zu dem fur die Sandwich- 
technik stabilen Plateau an. Bei Weglassen des FCS und 
Verwendung einer Sandwichtechnik unterscheiden sich die 
Sekretionsraten nicht innerhalb der ersten Tage in Kul- 
tur. Dies bedeutet, da£ fur eine kurzfristige Kultur ma- 
trixuberschichteter Hepatozyten ein Zusatz von Fibronek- 
tin nicht notig ist, und dadurch kein erkennbarer Vorteil 
hinsichtlich der Albuminsekretisonsrate zu erzielen ist. 

Auch nicht uberschichtete Hepatozyten (konventionelle 
Kulturtechnik) konnen serumfrei mit Oder ohne FCS und 
ohne FCS aber mit Fibronektin kultiviert werden. Die zu- 
letzt genannten drei Varianten eignen sich aber in jedem 
Fall nur fur eine kurzfristige Kultur, da das Fehlen ei- 
ner Kolllagenuberschichtung einen Zusammenbruch (bzw. 
Veranderung) des Zytoskeletts des Hepatozyten und damit 
der Morphologie dieser Zellen bedeutet. Durch die enge 
Verbindung von Morphologie und Funktion von Hepatozyten 
in Kultur ist ein derartiges Kultursystem von nur gerin- 
gem kurzfristigem und keinerlei langerfristigem Nutzen. 

Ein weiteres Problem der extrazellularen Matrix fur bipo- 
lar adharierte Hepatozyten 1 ist die geringe Stabilitat 
gegeniiber Scherkraften. Selbst unter statischen Kulturbe- 
dingungen kann sich insbensonders die bedeckende, obere 
Kollagenschicht ablosen da sie einer wassigren Phase 
(Kultunnedium) zugewandt ist. Werden die Zellen auf mi- 
kroporosen Membranen kultiviert, die gegebenenfalls die 
untere Matrixschicht 2 ersetzen kann und damit ein Teil 
des Sandwiches bildet, so kann ein Ablosen der Hepatozy- 
ten 1 auch von der Unterseite her erfolgen. Dies kann so- 
wohl in Fallen auftreten in denen die Zellen direkt an 
der mikroporosen Struktur adharieren oder wenn diese Mem- 
bran mit einer Matrix vorbeschichtet wird. 
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Die Kultivierung der Hepatozyten kann entweder in einer 
Standardkultur in einem Kunststoff- oder Glasschalchen 
erfolgen, wobei die Sauerstof f zufuhr uber das Kulturme- 
dium 3 erfolgt Oder in grdflerem MajSstab nach Art eines 
Bioreaktors, wobei schichtweise die Matrix 2 im Sandwich- 
verfahren jeweils auf einer gasdurchlassigen Membrane an- 
geordnet ist. Ein derartiger "Bioreaktor" ist in der DE 
42 06 585 beschrieben. 

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zu- 
grunde, ein rationelles Verfahren zu schaffen, bei dem 
der fur Hepatozyten in der Sandwichtechnik bzw. Gel 
Entrapment Technik typische Funktionserhalt, trotz vol- 
ligen Verzichtes auf die Zugabe von Serum oder anderen 
Zusatzen zu Standardkulturmedien moglich bleibt. Daruber 
hinaus soil ein mechanisch und biochemisch stabiles Kul- 
turmodell mit hoherer Reproduzierbarkeit der Ergebnisse 
erstellt werden, 

Erfindungsgeroa^ wird diese Aufgabe durch die im kenn- 
zeichnenden Teil von Anspruch 1 genannten Merkmale ge- 
lost. 

Das erfindungsgema/Se Vorgehen stellt somit eine Verein- 
fachung durch Limitierung auf die wesentlichen Komponen- 
ten dar. 

Erfindungsgema/3 kann eine Kombination von Fibronektin 
oder anderen Matrixkomponenten wie Kollagene (z.B. Typ 
III oder TypIV) , Laminine, Vitronectin, Glycoprotein, 
Proteoglycane, Heparansulfat, Lipide, Linolensaure oder 
Lipopolysacharide zu der fur die Sandwichtechnik bzw. Gel 
Entrapment Technik verwendeten Grundmatrix oder einem als 
Katalysator verwendeten Puffer (Mediumkonzentrat) durch- 
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gefuhrt werden. 

Die extrazellularen Matrixkomponenten erzeugen einen bes- 
seren M in vivo-Ef f ekt" , denn sie haben induktive Paktoren 
fur die Hepatozyten (Leberzellen) . 

Praktisch geht man von einer einfachen Grundmatrix aus 
und fugt dann bausteinartig einen Stoff nach dem anderen 
hinzu. In vielen Fallen wird dabei die Zugabe von Fibro- 
nectin ausreichend sein. 

Die Grundmatrix, die hauptsachlich bzw. im wesentlichen 
aus Kollagen Typ 1 besteht, kann aus Rattenschwanzkolla- 
gen, Haut Oder Knorbelgewebe prapariert werden. 

Das erfindungsgemajSe Verfahren hat weitreichende Vortei- 
le, so wurde in eigenen Vorarbeiten Fibronektin als einer 
noch fehlenden Faktoren identif iziert, der bei der Sand- 
wichtechnik Oder Gel Entrapment Technik die vollig serum- 
freie Kultur insbesonders auch hinsichtlich eines lang- 
fristigen Funktionserhalts ermoglicht. Wird Fibronectin 
vorzugsweise direkt der fur die sandwichtechnik Oder Gel 
Entrapment Technik verwendeten Matrix zugeraischt, so be- 
finden sich diese Molekule direkt innerhalb des Adha- 
sionssubrats auf beiden Seiten der Zellen d.h. der Hepa- 
tozyten in Kontakt mit den sinusoidalen Seiten der Zel- 
len. Durch den bei der Gelierung einsetzenden Vernet- 
zungsprozess der Kollagenf ibrillen werden die Fibronek- 
tinmolekule innerhalb der Kollagenfibrillen zuriickgehal- 
ten. Wird Fibronektin nur dem uberstand zugesetzt, so 
kann es indirekt in den stationaren Matrixbereich diffun- 
dieren, wird jedoch zwangsweise bei den routinema^ig an- 
fallenden Medienwechseln zu einem wesentlichen Teil wie- 
der entfernt. Dennoch ist auch diese Methode schon bei 
einmaliger Gabe und entsprechend hoherer Konzentration 
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von Fibronektin ausreichend, um eine stabile, serumfreie 
Kultur von Hepatozyten bei Verwendung der Technik der bi- 
polaren Adhasion an extrazellularer Matrix zu ermogli- 
chen. Die Sandwichtechnik ist hierfur besser geeignet als 
die Gel Entrapment Technik, da das fibronektinhaltige 
Suspensionsmedium mit den Z ell en aufgegeben verden kann, 
bevor die zweite Matrixschicht aufgetragen wird. Die Ver- 
wendung konventioneller Kulturmedien wie z.B. Williams E 
Oder DMEM wird somit auch im Rahmen serumfreier Kulturen 
ermoglicht. 

Eines der Vorteile der erf indungsgema^en Form des Verfah- 
ren besteht somit in der stabilen Auspragung der Grundla- 
gen der langerfristigen serumfreien Kultur, 

Dies fiihrt zu einer Einsparung von Kosten, da das an sich 
teure Fibronektin innerhalb der bipolaren Matrix gebunden 
ist und nur einmal eingesetzt wird. Zweitens konnen in 
einem weiteren Vorteil der erf indungsgema/Jen Form des 
Verfahrens nachfolgende Arbeiten rait beliebigen Medien 
durchgefuhrt werden. Fur verschiedene Untersuchungen wur- 
den spezielle Medien entwickelt, die hinsichtlich des zu 
erreichenden Ziels speziell adapt iert waren. Als Beispiel 
sei genannt, da0 glucosefreie Medien zur Untersuchung der 
Gluconeogenese von Hepatozyten verwendet wurden. Sollen 
diese Untersuchungen nun auch in serumfreien Systemen 
durchgefuhrt werden, so mu£te auf hierfur speziell defi- 
nierte Medien wieder verzichtet werden und auf die soge- 
nannten serumfreien Medien zuriickgegrif fen werden. Diese 
sind jedoch verstandlicherweise nicht fur derartige Spe- 
zialuntersuchungen konzipiert, sondern moglichst umfas- 
send aufgebaut worden. Durch Ermoglichung der serumfreien 
Kultur allein durch die erf indungsgema/3e Zusammensetzung 
des Adhasionsubstrats im Rahmen der Sandwichtechnik Oder 
Gel Entrapment Technik erhalt der Untersucher eine besse- 
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uberschaubareren und vereinfachten Kulturbedingungen. Die 
adhasionsfordernde Wirkung von Fibronektin ist an sich 
bekannt. Die konventionelle Verwendung von Fibronektin 
ist im Zusammenhang mit Hepatozyten jedoch von keinem 
Oder bestenfalls nur von kurzfristigen Vorteil, 

Hepatozyten verlieren auf Einzelgel Unterlagen unabhangig 
von der Zusammensetzung des Kulturmediums (nit und ohne 
Serum) oder der Matrix (mit oder ohne Fibronektin) inner- 
halb weniger Tage ihre normale Morphologie und Funktions- 
fahigkeit. Die Verwendung des Begriffes serumfrei bedeu- 
tet in diesem Falle eher das Fehlen von FCS als die Er- 
moglichung von Grundlagen fur die langerfristige serum- 
freie Kultur. 

Die folgende Tabelle 1 fa0t die Ergebnisse der Verwendung 
von FCS (fetal calf serum) und Fibronektin bei der Hepa- 
tozytenkultur hinsichtlich des Einflusses auf die Kultur- 
dauer zusammen. Das an sich bekannte Sandwichkultursystem 
eignet sich bei der Verwendung von FCS Zusatz, der zumin- 
dest auf die Adhasionsphase begrenzt sein mu£, sowohl fur 
kurzfristige (einige Tage) als auch eine langerfristige 
Kultur (Wochen) • 

Nur die Verbindung von Fibronektin und einer komplett se- 
rumfreien Sandwichtechnik fiihrt zu einero auch langerfri- 
stig stabilen und reproduzierbaren Kultursystem. Ein der- 
artiges Modell ist der bisher bekannten Sandwichtechnik 
liberlegen, da ein wesentlich verla/31icheres Kulturmodell 
erstellt werden kann. 

Die durch die Veranderung der Matrixzusammensetzung unter 
Zusatz definierter Komponenten erzielbare Verbesserung 
ist jedoch nicht nur auf eine hohere Reproduzierbarkeit 
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beschrankt, vie z.B. das Studium von Wachstumshormonen . 
Durch die Kombination und Ermoglichung eines derartigen 
Ansatzes mit der Sandwichtechnik entsteht ein alien an- 
deren Ansatzen (einschlie^lich der bisherigen Sandwich- 
technik) uberlegenes Modell. Die Expression von Cytochrom 
P450, einem sehr empfindlichen Parameter der Kulturguali- 
tat, f&llt in konventionellen Ansatzen zur Sandwichtech- 
nik trotz der Stabilisierung der Albuminsekretion beson- 
ders initial ab. Bei einer Veranderung der Matrixzusam- 
mensetzung in Sinne der Erfindung durch Zusatz von Fibro- 
nektin, resultiert eine Stabilisierung der P450 Expres- 
sion auch im Vergleich mit frischen Lebergewebe auf einem 
Level von 100 % selbst in langerfristigen Untersuchungen . 

Tabelle 1: 

Kurzzeitfahigkeit Langzeitfahigkeit 

Sandwich + FCS (+ +) (+ +) 

Sandwich - FCS (+ +) 

Sandwich + FN ++ ++ 

Einzelgel + FCS (+) 
Einzelgel - FCS + 
Einzelgel + FN + 

() wegen roangelnder Reproduzierbarkeit von z.B. Untersu- 
chung von Rezeptorvermittelten Prozessen wie z.B. Wachs- 
tumsfaktoren. 

Die Erfindung besteht also in der Verknupfung mehrerer 
zum Teil bekannter Vorgehensweisen oder Substanzen (Sand- 
wichtechnik/Gel Entrapment Technik/Fibronektin) und in 
einer speziellen Adaptation dieser Techniken fur die pri- 
mare Hepatozytenkultur zu einem sinnvollen und bisher 
nicht bekannten Ganzen. 
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Erfindungsgema£ kann Fibronektin zu den nach der Sand- 
wichtechnik/Gel Entrapment Technik kultivierten Hepatozy- 
ten auch zum uberstand hinzugegeben werden. Hierfur 1st 
eine Einwirkzeit von einigen Stunden (nicht mehr als ca. 
4 Std.) ausreichend, urn auch dadurch eine stabile serum- 
freie Kultur mit ansonsten konventionellen Kulturmedien 
erreichen zu konnen (z.B. Williams E) • Im Unterschied zur 
Zugabe von Fibronektin zur stationaren Phase wie oben 
beschrieben ist dieses Verfahren fur den Anwender/Ver- 
braucher jedoch aufwendiger, da ein Medium mit Fibronek- 
tin fur die Adhasionsphase vorbereitet werden mujB. Der 
ansonsten aus 2 Komponenten bestehende Kulturkit (Kolla- 
gen, Katalysatorkonzentrat, wobei eines von beiden die 
Matrixzusatze enthalt) wird dadurch urn eine dritte Kompo- 
nente erweitert. 

Im Unterschied zu bisherigen Verfahren die eine Verande- 
rung/Induktion hepatozellularer Funktionen allein durch 
den Informationsgehalt dieser Kofaktoren in Einzelgel- 
systemen zu erreichen versuchten, bildet die Basis des 
erfindungsgema£en Verfahrens die Erkenntnis, da0 die Po- 
sition dieser Kofaktoren relativ zu den Hepatozyten einen 
weiteren wesentlichen Informationsgehalt fur die Hepato- 
zyten beinhaltet. Durch die Verwendung einer definierten 
und einfachen Grundmatix (z.B. Kollagen Typ I) fur die 
Sandwichtechnik/Gel Entrapment Technik lassen sich somit 
stationare Doppematrixsysteme unterschiedlicher Komplexi- 
zat systematisch aufbauen. 

Erfindungsgema/J werden zusatzlich die fur die Sandwich- 
technik notwendigen Materalien in einem gebrauchsfertigen 
Kit zusammengesetzt. Dies bezieht sich auf die Anwendung 
dieser Erkenntnisse zur Herstellung eines entsprechend 
konfigurierten Hepatozytenkulturkits. Dieser besteht aus 
einer Kollagenlosung, einem Mediumkonzentrat eines 
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Standardkulturmediums, die separat in zwei sterilen Be- 
haltern bei ca. 4 °C aufbewahrt werden konnen. Fibronek- 
tin kann entweder der Matrix Oder dem Katalysatorpuf f er 
zugesetzt werden. Alle Reagenzien konnen auch in Pulver- 
form vorbereitet werden, 

Erfindungsgematf kann auch eine serumfreie Kokultur zwi- 
schen bipolar adharierten Hepatozyten mit Zellen, die 
oberhalb der, die Hepatozyten bedeckenden, Matrixschicht 
kultiviert werden, vorgenommen werden. Dies dient der 
Durchfuhrung des Studiums von Interaktionen in serum- 
freien Medien zwischen diesen Zellarten, Hierzu zahlen 
toxikologische Untersuchungen und Mutagenitatsteste. 

Ein weiterer Vorteil der Erfindung liegt in der Verwend- 
barkeit von Hepatozyten verschiedener Spezies wie auch 
z.B. humaner Hepatozyten, da die Matrixzusammensetzung in 
Abhangigkeit von der verwendeten Spezies adaptiert werden 
kann, um eine bessere Kulturstabilitat zu erreichen. 

Nachfolgend sind 4 Ausfuhrungsbeispiele des erf indungsge- 
ma£en Verfahrens prinzipma£ig erlautert. 

Es zeigt: 

Fig. 1 eine bevorzugte Form bei direkter Zugabe von Ma- 
trixkomponenten zu einer Grundmatrix Oder einem 
Katalysatorgemisch und Kombination mit der Sand- 
wichtechnik; 

Fig. 2a eine Situation wahrend der Vorbereitung der 
Sandwichtechnik und Zugabe von Fibronektinmole- 
kulen in das Medium; 

Fig. 2b die Sandwichtechnik nach Fig. 2a mit einer zwei- 
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ten, oberen Matrixschicht als stationare Phase; 

eine Form bei direkter Zugabe der Matrixkompo- 
nenten zur Grundmatrix Oder dem Katalysatorge- 
misch und Kombination der Gel Entrapment Tech- 
nik; 

eine Situation bei Verwendung der Gel Entrapment 
Technik und Zugabe von Fibronektinmolekulen (F) 
in das Medium nach erfolgter Verfestigung der 
Grundmatrix. 

Gema0 Fig. 1 befinden sich Hepatozyten 1 innerhalb einer 
stationaren Phase mit bipolarer (zweiseitiger, oben und 
unten) Adhasion an einer extra z el lularen Matrix 2. Einer 
Grundmatrix zugesetzte Matrixmolekiile F sind innerhalb 
dieser Matrix gebunden. Als Matrixmolekule konnen z.B. 
Fibronektinmolekule 4 vorgesehen sein. Dies bedingt eine 
Anreicherung der Fibronektinmolekule innerhalb der die 
Hepatozyten 1 umgebenden fibrillaren Matrix 2. tiber der 
gebundenen Matrixkomponente, z.B. Fibronektinmolekule 4 # 
die in die stationare Phase der Matrix 2 eingebettet ist, 
befindet sich ein Kulturmedium 3. 

Gema£ Fig, 2 a konnen Fibronektimolekiile 4 zumindest 
wahrend der Adhasionsphase direkt auf die Hepatozyten 1 
einwirken, werden danach aber zum Zeitpunkt der uber- 
schichtung mit der zweiten Matrixschicht entfernt, soweit 
sie nicht in die Matrix 2 diffundieren (siehe Fig. 2b). 
Oberhalb des Sandwiches befindet sich das Kulturmedium 3. 

Wie in Fig. 3 dargestellt, befinden sich Hepatozyten 1 
innerhalb der stationaren Phase 2 mit bipolarer (zveisei- 
tiger, oben und unten) Adhasion an die extrazellulare Ma- 
trix 2. Der Grundmatrix zugesetzte Matrixmolekule (F) 
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sind innerhalb dieser Matrix gebunden. Dies bedingt eine 
Anreicherung z ♦ B . von Fibronekt irraolekulen 4 innerhalb 
der die Hepatozyten 1 umgebenden fibrillaren Matrix 2. 

Wie aus Fig, 4 ersichtlich ist, erreichen Fibronektin- 
molekule 4 indirekt die Hepatozyten 1, werden danach aber 
zum Zeitpunkt nachfolgender Medienwechsel wieder ent- 
fernt, soweit sie nicht in die Matrix 2 dif fundieren. 
Fibronektinmolekule 4 befinden sich auch in dem daruber- 
liegenden Kulturmedium 3. 

Anstelle oder zusatzlich zu den in den Ausfuhrungsbei- 
spielen dargestellten Fibronekt inmolekulen 4 konnen auch 
andere bzw. weitere extrazellulare Matrixkomponenten der 
vorstehend beschriebenen Art in die Kollagen- bzw. Ma- 
trixschicht 2 eingebracht werden* 

Erfindungsgema/3 konnen zur Kollagenmatrix weitere mecha- 
nisch stabilisierende Faktoren wie Ca-alginate, Fibrin- 
ogen, k-carrageenan, Agar, Agarose, Harze, Gelatine und 
gelbildende Substanzen, wie z.B. Carbopol (Polyakrylsau- 
re) , eventuell auch photopolymerisierende Harze und Poly- 
urethan hinzugegeben werden. Weiterhin ist die Hinzumi- 
schung von Klebstoffen auf der Basis von Knochenleim, Ha- 
senleim oder anderen biologischen aber auch nicht biolo- 
gischen Ursprungsmateralien moglich, sofern diese nicht 
toxisch sind. 

Wichtig hierbei ist nur, da0 eine Polymerisation bzw. 
Verfestigung der bedeckenden Matrixschicht erst nach Aus- 
bildung eines Hepatozytenmonolayers erfolgt ( Sandwich - 
technik/Gel Entrapment Technik) . Dadurch sollen bei der 
Gel Entrapment Technik die Hepatozyten als Monolayer in- 
nerhalb von 2 Schichten eingebettet werden. Die Vorrich- 
tung ist somit durch eine strikte Trennung der Hepatozy- 
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ten- und Matrixschichtung gekennzeichnet entsprechend dem 
Prinzip der Sandwichtechnik und der modif izierten Gel 
Entrapment Technik bei der die Hepatozyten innerhalb der 
Matrix in einem Arbeitsgang aufgegeben werden und dann 
innerhalb der Matrix eine Sedimentation der Hepatozyten 
als Monolayer erfolgen kann, bevor eine Polymerisation 
der Matrix eintritt. Dies ist eine wichtiges Unterschei- 
dungsmerkmal im Unterschied zu anderen Verfahren der 
Zellinkapsulation, die immer nur Zellen als Aggregate, 
Spheroide Oder als isolierte Zellen inkapsulierten. 

In einer weiteren vorteilhaften Form der Erfindung kann 
die zur Adahsion benotigte Matrix auch stabil, z.B. durch 
kovalente Bindungen oder durch vorhergehende lonisation 
der Zellkulturmateralien (Membranen wie Polypropylen, Po- 
lyester, oder anderweitige Unterlagen -wie z.B. Polyste- 
ren, Vicryl., Polykarbonate oder sonstige Kunststoffe, 
Glas) gebunden werden. Hierbei ware eine Mischung aus 
Kollagen und Fibronektin besonders vorteilhaft. Es konnen 
so sehr stabile (Monate bis Jahre) Verbindung zwischen 
anorganischen Tragerflachen und organischen Molekiilen zur 
Vorbereitung einer Sandwichtechnik/Gel Entrapment Technik 
bereitgestellt werden. Zur tfberschichtung kann dann wie- 
der ein Kollagen-Fibronektin - gemisch mit und ohne 
Ca-Alginaten oder auch nur z.B. Ca-Alginate aufgegeben 
werden. 

Im Gegensatz zu den bekannten und fur Hepatozyten ineffi- 
zienten Techniken zur Verbesserung der Matrixbedingungen 
und Kulturbedingungen liegt erfindungsgema^ ein Verfahren 
vor, das durch Kombination der Technik der bipolaren Ad- 
hasion von Hepatozyten an eine einfache Grundmatrix und 
der Zumischung von weiteren definierten Faktoren wesent- 
liche Vorteile fur die langerfristige Kultur dieser Zel- 
len ermdglicht. Hierzu zahlt z.B. die Ermoglichung einer 
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vollig serumfreien Kultur von Leberzellen bei erhohter 
mechanischer und biochemischer Stabilitat des Kultur- 
systems . 

Es liegt nunmehr erfindungsgemajS ein einfach anzuwenden- 
des Verfahren vor, das bei vollem Funktionserhalt in 
vitro die Verwendung von Standard-Kulturmedien fur die 
serumfreie Kultur dieser Zellen ermoglicht und zur Her- 
stellung eines entsprechend konfigurierten Zellkulturkits 
zur serumfreien Kultur mit konventionellen Medien geeig- 
net ist. 
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Patentanspriiche 



X. Verfahren zum Zuchten von bipolar adharierten Hepato- 
zyten (1) , insbesondere im Sachwichverfahren, wobei 
die Hepatozyten (1) in Kontakt der beiden sinusoida- 
len Seiten nit polarisiert zu den Hepatozyten ange- 
brachter Matrix (2) liegen, 
gekennzeichnet durch 
die Verwendung von definierten Zusatzen extrazellula- 
rer Matrixkomponenten (F) zu einer Grundmatrix, wo- 
durch eine polarisierte Anreicherung und Bindung die- 
ser Faktoren iro stationaren Matrixkontaktbereich der 
Hepatozyten (1) erreicht wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, da0 
als Grundmatrix, hauptsachlich Kollagen, z.B. Typ I, 
verwendet wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, da0 
als extrazellulare Matrixkomponenten (F) , Fibronektin 
(4), Kollagene (z.B. Typ III oder Typ IV), Laminine, 
Vitronectin, Glycoproteine, Proteoglycane , Heparan- 
sulfat, Lipide, Linolensaure, Lipopolysacharide oder 
Mischungen daraus verwendet werden. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, da/8 
mechanisch stabilisierende Komponenten verwendet 
werden . 

5. Verfahren nach Anspruch 4, 

dadurch gekennzeichnet, da/8 
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als mechanisch stabilisierende Komponenten Ca-Algi- 
nate, Fibrinogen, k-carrageenan, Agar, Agarose, Har- 
ze, Polyurethan, Gelatine und gelbildende Substanzen, 
wie z.B. Carbopol (Polyakrylsaure) , Knochenleim oder 
Hasenleim verwendet werden. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
gekennzeichnet durch 

die Verwendung extrazellularer Matrixkomponenten als 
definierter indirekter Zusatz zur Matrix bei Zugabe 
mit dem Kulturmedium (3) wahrend der Adhasionsphase 
und gleichzeitiger oder nachfolgender Kultivierung 
der Hepatozyten in Kontakt der beiden sinusoidalen 
Seiten mit extrazellularer Matrix (2), ermoglicht 
entweder durch die sogenannte Sandwichtechnik oder 
alternativ durch die Gel Entrapment Technik. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, da£ 
extrazellulare Matrixkomponenten (F) und/oder mecha- 
nisch stabilisierende Komponenten einem Katalysator- 
gemisch zugemischt werden, das aus einem Konzentrat, 
z.B. einem Nahrmediumkonzentrat oder einer Pufferlo- 
sung, besteht. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, da/? 
die fur die Kultur bipolar adharierter Hepatozyten 

(1) notwendigen Reagenzien und Protokolle bei Verwen- 
dung der durch diese Zusatze verbesserten Grundmatrix 

(2) in einem Kit zusammengestellt werden, bestehend 
aus einer Grundmatrix (2) und einem Katalysatorge- 
misch, wobei entweder eines oder beide dieser Sub- 
stanzen extrazellularer Matrixkompnenten nach An- 
spruch 3 und/oder stabilisierende Komponenten nach 
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Anspruch 4 Oder 5 enthalten. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, 

dadurch gekennzeichnet, da/3 
die fur die Kultur bipolar adharierter Hepatozyten 
(1) notwendigen Reagenzien und Protokolle bei Verwen- 
dung der durch die extrazellularen Matrixkomponenten 
verbesserbaren Grundmatrix (2) in einem Kit zusammen- 
gestellt werden, bestehend aus einer Grundmatrix (2) 
und einem Katalysatorgemisch, wobei keines dieser 
Substanzen die Zusatze enthalten und diese dann se- 
parat als drei Komponente des Kits angeboten werden. 

10. Verfahren nach Anspruch 8 odqr 9, 
dadurch gekennzeichnet, daj9 
die fur den Kit zusammenzustellenden Basisreagenzien 
aus Rattenschwanzkollagen, Knorpelgewebe oder Haut- 
kollagen hergestellt werden und da/? das Katalysator- 
gemisch ein 10 fach Konzentrat eines beliebigen oder 
sonst nicht fur die serumfreie Kultur von Hepatozyten 
geeigneten Mediums darstellt. 

11. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, da/9 
die serumfreie Kokultur von bipolar adharierten Hepa- 
tozyten (1) entweder entsprechend der Sandwichtechnik 
oder der Gel Entrapment Technik und einer weiteren 
Zellart mit Zellkulturen unter Zusatz von Fibronektin 
(4) durchgefiihrt wird. 
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